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RESUMEN

Prosopis laevigata (Humb. & Willd.) M. C. Johnst. es una especie arborea de ambientes aridos
y semiaridos con amplia distribucion en el norte y centro de la Republica Mexicana. Establece
relaciones simbidticas con microorganismos capaces de fijar de nitrdgeno atmosférico al suelo,
mejorando su fertilidad, promoviendo el crecimiento de otras especies con las que coexisten, y
previniendo la erosion por su alta capacidad de retencion. De igual forma, es un recurso
importante para habitantes de regiones semidesérticas, es usado como material para la
elaboracion de objetos domésticos y como alternativa de combustible; sin embargo, en México
las poblaciones naturales de P. laevigata han disminuido considerablemente, por lo cual es
importante realizar trabajos de propagacién con esta especie. La propagacion de P. laevigata
es a través de semillas, sin embargo, estas presentan latencia fisica, lo cual disminuye su
germinacion. Es por esto que, el objetivo de este trabajo fue evaluar ocho diferentes
tratamientos de escarificacion (mecanicos, fisicos y quimicos) para aumentar la germinacion
in vitro de la especie. Se evaluo la viabilidad de un lote de semillas de P. laevigata en dos
tiempos diferentes (febrero y junio de 2021) recolectado en San Juan Zitlaltepec, Zumpango,
Estado de Mexico. Se evaluaron tres tratamientos pre-germinativos: para el tratamiento
mecanico, se utilizé una lija de agua del nimero 100 y una licuadora doméstica; para el
tratamiento fisico, se requirio de agua a cuatro temperaturas diferentes con tiempos especificos
de inversidn de las semillas (80°C x 10min; 80°C x 5 min seguido de agua a 10°C x 5 min y
70°C hasta descender a 25°C), y para el tratamiento quimico, se requirié de &cido sulfdrico
H>SO4 al 98%, acetona al 100 % y vinagre al 5%. Las semillas se sembraron en frascos con
medio MS, cinco semillas por unidad experimental, cada condicion contenia nueve
repeticiones. Se evaluaron distintas concentraciones de cloro (1, 2 y 5%) a diferentes tiempos
de inmersion (10, 15y 20 minutos) para disminuir la contaminacién en el medio de cultivo. La
viabilidad de las semillas se redujo un 28.6% en un periodo de cuatro meses, el tratamiento de
escarificacion mecanica, con la condicion de licuadora, es el de mayor efectividad (50.37 +
27.38%). Se observo que utilizar cloro al 5% por 20 minutos disminuye la contaminacion en
los medios de cultivo en un 92%, pero al usarlo en mayor concentracion y mayor tiempo de
exposicion, se reduce la germinacion de las semillas. Es necesario evaluar otros tratamientos
que incrementen la respuesta en las semillas, ademas, se requiere almacenar en forma adecuada
las semillas para mantener su viabilidad y reducir la posterior contaminacién. De igual manera,
se requiere valorar productos con accién fungicida y bactericida que ayuden a mitigar el
problema de contaminacion, para no utilizar concentraciones altas de cloro, que afectan la
respuesta germinativa de las semillas.



1. INTRODUCCION

Las semillas son la unidad de reproduccion sexual de las espermatofitas y tienen la funcion de
multiplicar y perpetuar la especie a la que pertenecen, siendo uno de los elementos més eficaces
para su dispersion, ocupando de esta manera un papel trascendental en la historia evolutiva de
las plantas vasculares (Doria, 2010; Sobrevilla-Solis et al., 2013).

Por tal motivo, es de interés cientifico-practico el desarrollo de trabajos que evalien la
germinacion de las semillas, tomando en cuenta aspectos ecofisioldgicos (Doria, 2010;
Sobrevilla-Solis et al., 2013), con la finalidad de mejorar la productividad de los cultivos, asi
como, propagar algunas especies con fines de reforestacion y restauracion ecoldgica
(Sobrevilla-Solis et al., 2013).

En este sentido, Prosopis laevigata es una de las especies arboreas o arbustivas que mas se
utiliza para restaurar ecosistemas semiaridos, debido a que tienen una relacién simbiotica con
microorganismos capaces de fijar nitrégeno atmosférico, propiciando su aportacion al suelo;
promoviendo el crecimiento de otras especies que conforman los matorrales, lo cual previene
la erosion del mismo (Rios-Saucedo et al., 2012; Quifiones et al., 2013; Sobrevilla-Solis et al.,
2013; Rodriguez et al., 2014; Palacios et al., 2016).

Ademas de ser fuente de alimento y refugio para la fauna silvestre, el mezquite produce
diversos bienes para el ser humano, ya que su madera es usada como combustible y para la
construccion de cercas; sus vainas fungen como forraje y como alimento para el hombre;
produce resina que tiene uso en la fabricacion de pegamentos, barnices; mientras que sus flores
son importantes en la produccion de miel (Rodriguez et al., 2014).

Sin embargo, actualmente en nuestro pais las poblaciones naturales de esta especie han
disminuido considerablemente debido a la fragmentacion, perturbacion de los habitats donde
se distribuye y por desmedida explotacion; estos hechos, aunado a la latencia fisica que
presentan las semillas, ha ocasionado la casi nula regeneracion natural de los mezquitales
(Juérez et al., 2001; Medina et al., 2005; Rivas et al., 2005; Palacios et al., 2016).

La latencia es el estado en que se encuentra una semilla viable sin que germine, de esta forma
se inactivan diversos procesos metabolicos evitando que se desarrolle y crezca la plantula. No
obstante, la latencia cumple también la funcion de prevenir la germinacion cuando las
condiciones ambientales no son favorables, es decir, cuando la probabilidad de crecimiento y
establecimiento de las plantulas es baja (Juarez et al., 2001; Sobrevilla-Solis et al., 2013).

Las semillas de P. laevigata son ortodoxas y presentan latencia fisica, esto se debe a su cubierta
(testa) dura e impermeable que impide el paso del agua, inhibiendo en parte la germinacion, si
las semillas al caer al suelo no son consumidas por animales permanecen en latencia hasta que
el endocarpio sea abierto por un factor escarificativo (Mufioz-Gutiérrez et al., 2022). Este
hecho hace que la testa se convierta en un problema al pretender un manejo de la semilla para
fines reproductivos (Juarez et al., 2001; Rivas et al., 2005; Sobrevilla-Solis et al., 2013;
Villarreal et al., 2013).

Para enfrentar los problemas de latencia en las semillas, se han desarrollado diversas estrategias
con tratamientos pre-germinativos que han permitido obtener una germinacion rapida,
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completa y uniforme (Sobrevilla-Solis et al., 2013; Villarreal et al., 2013). Entre estas técnicas
se encuentran los tratamientos de escarificacion que estan encaminados a facilitar la
germinacion y con ello conseguir una mejor produccion de la especie (Juérez et al., 2001;
Quifiones et al., 2013; Sobrevilla-Solis et al., 2013; Villarreal et al., 2013). Las evidencias
practicas que emplean este tipo de tratamientos revelan perspectivas exitosas a partir de la
propagacién tanto en viveros como in vitro, garantizado la posibilidad de reintroducir
ejemplares en zonas perturbadas, ayudando de esta forma a la restauracion ecoldgica para
incrementar la densidad de los mezquitales silvestres (Sobrevilla-Solis et al., 2013; Minchala-
Patifio et al., 2014).



2. ANTECEDENTES

2. Prosopis laevigata (Humb. & Willd.) M. C. Johnst.

2.1 Clasificacion taxonémica

Nombre comun: Mezquite

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida (Dicotiledoneas) Subclase: Rosidae
Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Género: Prosopis
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Figura 1. Prosopis laevigata (autofia propia).

2.2 Descripcién botanica

A P. laevigata se le conoce con el nombre comln de mezquite blanco, es un arbol que puede
tener una altura maxima de 15 metros, el diametro de su tronco oscila entre los 30 a 60 cm,
pero en algunos casos puede llegar a 1 metro; la corteza del mismo es gruesa y de color café-
negruzco, algo fisurada (Figura 2D); copa mas ancha que alta; ramas glabras o pilosas, armadas
de espinas estipulares de 1 a 4 cm de largo; yemas de 2 a 3 mm de largo, cubiertas de escamas



lanceoladas verdes, un poco pubescentes (Rodriguez-Sauceda et al., 2014). Sus raices pueden
alcanzar mas de 50 m de profundidad (Rosales et al., 2011).

Sus hojas son bi-pinnadas, aunque pueden presentarse con 1 a 3 pares de pinnas; las estructuras
foliares pueden medir de 2.5 a 12 cm de largo y contener entre 20 y 40 pares de foliolos cada
una; estos son glabros, lineares, oblongos, miden de 5 a 10 mm de largo y son de 2 a 7 veces
mas largos que anchos; su color es verde palido a grisdceo y en la parte inferior tiene una fuerte
nervadura pinnada (Palacios, 2006; Rosales et al., 2011; Rodriguez-Sauceda et al., 2014)
(Figura 2B).

Presentan inflorescencias dispuestas en espigas densas de 5 a 10 cm de largo; flores bisexuales
blanco-amarillentas, actinomorfas, con 5 sépalos y 10 estambres (Rodriguez-Sauceda et al.,
2014) (Figura 2A).

El fruto es una vaina linear, algo falcada, de 7 a 20 cm de largo por 8 a 20 mm de ancho y 6 a
8 mm de espesor; es de color café-amarillento, a veces rojizo, algo constrefiida entre las
semillas; éstas son oblongas, comprimidas, de 8 a 10 mm de largo (Palacios, 2006; Rosales et
al., 2011; Rodriguez-Sauceda et al., 2014) (Figura 2C). Las semillas estan dispuestas de
manera longitudinal dentro de la vaina, que puede contener entre 14 y 18 semillas por fruto
(Rosales et al., 2011).

2.3 Distribucion geografica

Prosopis laevigata (Humb. & Willd.) M. C. Johnst. es una especie arborea con amplia
distribucién en zonas aridas y semiaridas del norte y centro de la Republica Mexicana,
encontrandose en casi todo el territorio mexicano, particularmente se localiza en los estados de
Baja California Sur, Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, Nuevo Ledn, Durango,
Coahuila, Zacatecas, Aguascalientes, San Luis Potosi, Hidalgo, Puebla, Guanajuato, Morelos,
Querétaro, Guerrero, Oaxaca y Chiapas; por el lado del Golfo de México, se ha localizado en
Tamaulipas, Veracruz, Yucatan y Quintana Roo (Palacios, 2006; Rodriguez-Sauceda et al.,
2014; Palacios et al., 2016) (Figura 3). La amplia distribucion geogréafica de P. laeviagata
indica que es una especie capaz de establecerse en zonas con temperatura y humedad variables
(Rzedowski, 1988).
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Figura 2. Estructuras vegetativas de Prosopis laevigata. A) Inflorescencia, B) Estructura
foliar, C) Frutos, D) Corteza (autoria propia).

Esta especie forma parte de matorrales xeréfilos y su amplia plasticidad fenotipica le permite
sobrevivir en zonas con temperatura media que va de 20 a 29° C y precipitacion pluvial que
oscila entre 350 y 1200 mm anuales; se distribuye desde el nivel del mar hasta los 2200 m de
altitud (Palacios, 2006; Rodriguez-Sauceda et al., 2014; Rzedowski, 1988).

P. laevigata se desarrolla en suelos arenosos, profundos y con buen drenaje, aunque también
puede crecer en suelos arcillosos (Rosales et al., 2011). La amplitud y profundidad de su
sistema radicular, asi como la reduccion de su sistema foliar son algunas adaptaciones que han
desarrollado los mezquites en ambientes aridos. De esta manera, la forma de vida arborea indica
disponibilidad de agua subterranea a poca profundidad, mientras que la forma arbustiva se
relaciona con un manto freatico profundo (Rodriguez-Sauceda et al., 2014).
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Figura 3. Distribucion natural de Prosopis laevigata (Humb. & Willd.) M. C. Johnst. en
México (Tomado de Palacios et al., 2016).

2.4 Usos

El mezquite ha sido uno de los principales recursos naturales explotados por los habitantes de
las regiones aridas, quienes obtienen de esta planta maltiples beneficios, entre los que destacan
la utilizacion de lefia como fuente de energia y produccion de carbon; elaboracion de postes
para cercos, tablas y tablones, asi como la construccion de muebles y artesanias. A partir de
sus frutos y hojas se obtiene alimento para el ganado, las flores se han aprovechado por sus
propiedades medicinales, ademas de fines apicolas y comerciales por la goma que exuda (Prieto
et al., 2013; Rodriguez-Sauceda et al., 2014; Palacios et al., 2016; Pérez-Serrano et al., 2021).

2.5 Importancia ecologica

Prosopis laevigata es una especie de importancia ecologica en las zonas donde abunda, ya que
tiene raices profundas que participan en el control de la erosion del suelo. Ademas, al ser una
leguminosa, ayuda a nitrogenizar el suelo por medio de las micorrizas asociadas a sus raices,
optimizando la fertilidad del mismo y favoreciendo la nutricion de las plantas circundantes,
propiciando de esta forma refugios para fauna silvestre (Prieto et al., 2013; Palacios et al.,
2016; Bernal-Ramirez et al., 2019).

De igual forma, se cree que P. laevigata tiene cierta importancia como indicador, ya que esta
especie se asocia con la presencia de mantos freaticos, lo que indica dénde se podrian perforar
pozos para uso publico (Sobrevilla-Solis et al., 2013).



2.6 Probleméticas poblacionales

Actualmente, se ha documentado en varias zonas de México la severa explotacion del
mezquite, debido a su inadecuado aprovechamiento, sobre todo, para lefia, carbén y en algunos
casos, por el cambio de uso del suelo para establecer campos agricolas y zonas de urbanizacion,
por lo cual, la densidad poblacional de la especie ha disminuido considerablemente. Dicha
problematica es notoria en estados como: Coahuila, Durango y Chihuahua, en donde la tasa
aproximada de pérdida anual en hectéareas es de 5,054, 500 y 340, respectivamente; por ello, es
necesario fomentar su manejo sustentable, que se traduzca en la generacion de beneficios
econdmicos para los poseedores del recurso, sin deteriorar o desaparecer las poblaciones
naturales (Palacios et al., 2016; Prieto et al., 2013; Pérez-Serrano et al., 2021; Trucios et al.,
2011).

2.7 Latencia de P. laevigata y tratamientos pre-germinativos

Las semillas de P. laevigata presentan una testa dura, por lo que se clasifica como una “semilla
dura”. Esta impermeabilidad impide la imbibicion de la semilla, debido a que es un fendmeno
puramente fisico, lo cual hace que sea un problema al pretender un manejo de las semillas para
fines reproductivos (Sobrevilla-Solis et al., 2013; Rivas et al., 2005).

2.7.1 Tipos de latencia

La latencia se define como una fase inactiva de la semilla durante la cual el crecimiento y
desarrollo se ven retrasados y los procesos metabolicos se ven reducidos a niveles minimos
(Sobrevilla-Solis et al., 2013).

Ademas, la latencia se considera como una adaptacion que contribuye a la supervivencia del
individuo, porque limita la germinacion cuando los factores ambientales son desfavorables para
el desarrollo de la plantula (Varela y Arana, 2011). La intensidad de la latencia se encuentra
influenciada por varios factores ambientales, tales como la luz, temperatura, humedad y espacio
gaseoso; a medida que el grado de latencia disminuye, se amplia el rango de condiciones
ambientales que permiten la germinacion (Abril-Saltos et al., 2017; Varela y Arana, 2011). Sin
embargo, también existen caracteristicas intrinsecas que pueden inducir la latencia, las cuales
pueden actuar solas o en combinacion con los factores ambientales antes mencionados. Existen
diferentes tipos de latencia que limitan los procesos de germinacidn, siendo de tipo: fisiologica
(regulada por la temperatura), morfologica (se presenta por el subdesarrollo del embrion),
morfofisioldgica (cuando existe efecto de los dos tipos de dormancia anteriormente citadas),
fisica (presente cuando existen capas impermeables al agua), y combinada, es decir, cuando
una semilla presenta algunos o todos los tipos de latencia citados (Abril-Saltos et al., 2017). La
latencia fisica por impermeabilidad de la cubierta seminal retarda mas la germinacién (Merino-
Valdés et al., 2018).



Para solucionar esta problematica, se ha optado por someter las semillas a diferentes
tratamientos previos a la germinacion. Asi pues, los tratamientos pre-germinativos son todos
aquellos procedimientos necesarios para romper la latencia de las semillas inducida por la testa,
esto permite que se facilite y aumente el proceso de germinacion en condiciones adecuadas
(Varelay Arana, 2011).

Los dos tratamientos mas comunes para romper la latencia son:

A) Escarificacion:
Los tratamientos de escarificacién son un grupo de actividades previas a la germinacion, que
se centran en aquellas semillas que generalmente presentan una latencia exdgena. Por ejemplo,
la latencia fisica que presentan las semillas de P. laevigata. La escarificacion tiene la finalidad
de ablandar, perforar, rasgar o abrir la cubierta de las semillas para hacerla permeable, sin dafiar
el embrion ni el endospermo que se encuentran en su interior; logrando asi la imbibicion y el
intercambio gaseoso (Rios et al., 2011; Sobrevilla-Solis et al., 2013; Viveros et al., 2015).

Este tratamiento a su vez se divide en:

Escarificacion mecanica

Consiste en raspar la cubierta de las semillas con lijas, limas o quebrarlas con un martillo o
pinzas. Es importante vigilar este proceso para no excederse en el tratamiento, pues de lo
contrario la semilla sufriria dafios que pueden reducir su capacidad de germinacion.

Escarificacion fisica

Las semillas son remojadas en agua corriente a diferentes temperaturas con la finalidad de
remover los inhibidores quimicos presentes en la cubierta, lo que permite ablandar la testa. El
tiempo de remojo puede ser de 12, 24, 48 y hasta 72 horas, y en algunos casos, cambiandoles
el agua con cierta frecuencia.

Escarificacion quimica

Consiste en remojar las semillas por periodos breves (15 minutos) a 2 horas, en compuestos
quimicos segun la especie en cuestion. Durante el periodo de tratamiento, las semillas deben
agitarse regularmente con el fin de obtener resultados uniformes. Al final del periodo de
tratamiento se escurren los compuestos quimicos y las semillas se lavan con abundante agua
para eliminar algun resto de ellos.

La escarificacion mecéanica, fisica o quimica de semillas es una préactica recomendada para
incrementar la germinacion en el género Prosopis, pero no modifica su velocidad de
emergencia (Sobrevilla-Solis et al., 2013).

B) Estratificacion
Este tratamiento se utiliza para romper la latencia fisiologica, consiste en colocar las semillas
en un sustrato humedo y someterlas a bajas temperaturas por un determinado tiempo. Las
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temperaturas mas eficientes para la estratificacion en frio oscilan entre 0 °C y 10 °C, siendo el
Optimo para muchas especies 5 °C (Pérez-Nasser et al., 2019).

2.8 Estrategias de propagacion

Las especies del género Prosopis se propagan normalmente por semilla (propagacion sexual),
ya sea a través de produccion de plantulas en vivero o por siembra directa en el terreno
definitivo (Tapia et al., 2012; Sobrevilla-Solis et al., 2013). También se propaga
vegetativamente por medio de injertos o estacas, la importancia de estas estructuras radica en
que permite mantener las caracteristicas genéticas del individuo original; con interés particular
para la produccion en vivero con fines comerciales. El uso de injertos o estacas ha sido una
técnica usada en especies con problemas para su reproduccion o en peligro de extincion (Tapia
et al., 2012; Minchala-Patifio et al., 2014; Carrillo et al., 2020).

Por otro lado, la propagacion in vitro es una técnica biotecnologica utilizada para el crecimiento
y la multiplicacion rapida de tejidos y 6rganos vegetales, debido a las soluciones nutritivas
utilizadas que contienen elementos importantes entre los que destacan sales minerales,
vitaminas, reguladores del crecimiento vegetal, fuente de carbono, entre otros elementos
necesarios para el crecimiento de la planta, ademas la técnica demanda el cultivo aséptico de
las semillas (Carrillo et al., 2020).

La micropropagacion es considerada como la verdadera propagacion clonal de un genotipo
seleccionado utilizando técnicas de cultivo in vitro, cuya finalidad es clonar plantas por
propagacion vegetativa y plantas que poseen semillas recalcitrantes o de propagacion sexual,
que son consideradas élite por algun criterio de interés, ya sea con fines comerciales o de
conservacion (Carrillo et al., 2020).

En la Tabla 1 se resumen los trabajos que se han realizado para aumentar la propagacion de
Prosospis laevigata en la Gltima década. De igual forma se pone en evidencia la poca
informacion que se tiene al respecto con los trabajos que propagan al mezquite blanco in vitro,
en contraste con aquellos que se realizan de forma ex situ (vivero).
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Tabla 1. Trabajos realizados en la tltima década sobre las estrategias de propagacion en

invernadero e in vitro en Prosopis laevigata.

Titulo de la investigacion Autores Afo | Estructura | Condicion
de la planta
Escarificacion de semillas de mezquite | Juérez, J., Alvarado, M. & | 2001 Semillas Invernadero
(Prosopis laevigata) para aumentar la Valdez R.
eficiencia en la germinacion
Evaluacion de diferentes tratamientos
pre-germinativos y osméticos en la Sobrevilla-Solis, J. A., 2013 Semillas Invernadero
germinacion de semillas Prosopis Lopez-Herrera, M., Lopez-
lagvigata (Humb. y Bonpl. Ex Willd) Escamilla, A. L., &
MC Johnston. Romero-Bautista, L.
Evaluacion de inoculantes promotores
de crecimiento en la produccion de Quifiones, A., Gonzélez, V., | 2013 Semillas Invernadero
plantas de mezquite [Prosopis laevigata | Chavez, J. R., Vargas, A., &
(Humb. Et Bonpl. ex Willd.) MC Barrientos, F.
Johnst.] en Durango.
Produccidn de Prosopis laevigata )
(Humb. et Bonpl ex Wild.) MC Johnst. Prieto, J. A., Rosales, S., 2013 Semillas Invernadero
con diferentes mezclas de sustrato. Sigala, J. A., Madrid, R. E.,
& Mejia, J. M.
Cambios morfo-fisiol6gicos de Basave, E., Rosales, S., 2017 Semillas Invernadero
plantulas de Prosopis laevigata (Humb. Sigala, J., Calixto, C. &
et Bonpl ex Wild.) MC Johnst. ante Sarmiento, H.
diferentes ambientes de luz en vivero.
Alternativas de fertilizacion para De Jesus, G., Prieto, J., 2018 Semillas Invernadero
producir Prosopis laevigata (Humb. et Véazquez, |., Lépez M.,
Bonpl ex Wild.) MC Johnst. Ciro, J. & Chévez A.
Potencial de establecimiento de Sanchez-Herndndez, M., 2022 Semillas Invernadero

Prosopis laevigata (arbol de uso

Ayala-Garay, A. & Cortés,
E.
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mdaltiple), en suelos del distrito de riego
028 Tulancingo, Hidalgo.

Morfologia y escarificacion de la Rivas, G., Gonzales, G., 2005 Semillas In vitro
semilla de mezquite, huizache y Valencia, C., Sanchez |. &
ahuehuete. Villanueva, J.
Clonal propagation of mesquite tree Buendia-Gonzélez, L., 2007 Semillas In vitro
(Prosopis laevigata Humb. & Bonpl. ex Orozco-Villafuerte, J.,
Willd. M.C. Johnston). I. Via Cruz-Sosa, F., Chavez-
cotyledonary nodes. Avila, V. & Vernon-Carter,
E.
In vitro lead and nickel accumulation in Buendia-Gonzalez, L., 2010 semillas In vitro
mesquite (Prosopis laevigata) seedlings Orozco-Villafuerte, J.,
Estrada-Zufiiga, M.,
Barrera, C., Vernon-Carter,
E. & Cruz-Sosa, F.
Germination, in vitro propagation and Morales-Dominguez, J., 2019 Semillas In vitro

soil acclimatization of Acacia
farnesiana and Prosopis laevigata

Sabas-Diaz de Leén, D.,
Garduiez-Pifia, C. & Pérez-
Molphe-Balch, E.

12



3. JUSTIFICACION

Se ha documentado que, en las zonas aridas y semidridas del norte y centro de México, donde
se distribuye Prosopis laevigata (Humb. & Willd.) M. C. Johnst., la densidad poblacional de
la especie ha disminuido severamente, derivado de su inadecuado aprovechamiento por parte
del ser humano que solo busca beneficios econdmicos con base a la explotacion insostenible
de la especie. Este hecho, aunado a la latencia fisica que presentan las semillas, ha ocasionado
la casi nula regeneracion natural de los mezquitales en zonas en donde su distribucion era
predominante, tal como se ha observado en los ultimos afios en San Juan Zitlaltepec,
Zumpango, Estado de México, por lo que es necesario buscar alternativas que ayuden a la
conservacion de la especie.

Con base en las problematicas planteadas anteriormente, esta investigacion esta enfocada en
evaluar diferentes tratamientos pre-germinativos que rompan el estado de latencia en semillas
de P. laevigata, para asi determinar cuél de ellos permite obtener una germinacion rapida,
completa y uniforme en las semillas de la especie. Lo cual ayudaria a mejorar las condiciones
de establecimiento de los cultivos, garantizando una mayor germinacion para ampliar las
posibilidades de su aprovechamiento ya sea con fines comerciales, como especie
complementaria en sistemas agroforestales, o para fines de reforestacion incrementando la
densidad de los mezquitales silvestres, abriendo asi la posibilidad de contribuir en el
conocimiento sobre el cuidado y preservacion de la especie en la zona de estudio en un futuro.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General:

e Evaluar el porcentaje de germinacion de semillas de Prosopis laevigata sometidas a
diferentes tratamientos pre-germinativos para su propagacion in vitro.

4.2 Objetivos especificos:

e Calcular el porcentaje de viabilidad de las semillas de P. laevigata mediante la prueba
de tetrazolio en dos tiempos diferentes para estimar la calidad de las muestras y su uso
en la propagacion in vitro.

e Establecer un protocolo de desinfeccion para reducir la contaminacion en semillas de
P. laevigata durante su establecimiento in vitro utilizando diferentes concentraciones

de un agente desinfectante en tres tiempos de inmersion.

e Comparar diferentes tratamientos pre-germinativos tanto mecanicos, fisicos y quimicos
para el establecimiento in vitro de semillas de Prosopis laevigata.
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5. MATERIALES Y METODO

5.1 Area de estudio

Se realiz6 la colecta de frutos en una poblacion de P. laevigata ubicada en el “Cerro de la
estrella” de San Juan Zitlaltepec perteneciente al municipio de Zumpango en el Estado de
México durante el mes de octubre de 2021. La zona se ubica en las coordenadas 19°50'05"N y
99°08"28"0, a una elevacion de 2360 msnm, el clima es semiarido, con lluvias escasas en gran
parte del verano, la temperatura minima extrema es de 2.3°C, la temperatura maxima registrada
es de 31°C y la temperatura media anual de 14.18°C.

La precipitacion total anual es aproximadamente de 700-800 mm, presentando lluvias durante
los meses de mayo y junio. La temporada de frio se registra durante los meses de septiembre a
diciembre y enero a marzo. Dadas las caracteristicas anteriores y la composicion vegetal del
lugar, la poblacién de P. laevigata pertenece a un ecosistema de matorral xeréfilo
(Ayuntamiento de Zumpango, 2019; CONABIO, 2021; Rzedowski, 1988).

5.2 Recoleccidn de vainas y extraccion de semillas

Las vainas se colectaron directamente de los arboles de manera manual cuando estas
presentaron una coloracion entre violeta y amarillo, se eligieron aquellas que no presentaron
ningun dafio mecanico segun lo establecido por Di Sacco et al. (2019).

Los frutos se depositaron en bolsas de papel etiquetadas con la ubicacion geogréfica del sitio y
la fecha de muestreo, se transportaron a las instalaciones del laboratorio de Micologia Integral
de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo (UAEH).

Posteriormente, los frutos se remojaron en agua durante 72 horas para ablandar las vainas y
extraer la semilla de forma manual, una vez obtenidas las semillas, se enjuagaron con agua de
grifo para retirar la mayor cantidad de pulpa existente y finalmente se quité el exceso de
humedad con servitoallas (Sobrevilla-Solis et al., 2013).

5.3 Almacenamiento de semillas

Una vez obtenidas las semillas, se contaron y agruparon en ocho lotes de 100 semillas cada
uno; se secaron por exposicion a la luz solar durante un dia, debido a que presentan gran
porcentaje de humedad en su contenido (25% o mas), lo cual no es un buen indicador para
mantener su viabilidad al momento de almacenarlas (Quifiones et al., 2013; Pérez-Nasser et
al., 2019; Carrillo et al., 2020). Una vez secas, las semillas se remojaron durante 10 minutos
en 500 mL de agua con 2 g/l de fungicida (CAPTAN®) y 4 gotas de una solucion bactericida
al 0.35% (Microdyn®) (Juérez et al., 2001). Finalmente, las semillas se almacenaron en bolsas
Ziploc®, se etiquetaron y mantuvieron a temperaturas entre los 4 y 10°C, para su posterior uso
(Sobrevilla-Solis et al., 2013).
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5.4 Prueba de viabilidad

Se determind la viabilidad de las semillas en dos momentos diferentes a través de la prueba de
tetrazolio; la primera a tres dias de su almacenamiento y la segunda cuatro meses despueés, para
ello se realizaron tres repeticiones de 30 semillas cada una en cada prueba.

A las semillas se les realiz6 un pequefio corte de la testa en la zona micropilar y se agregaron
a una solucion al 0.5% de cloruro de 2, 3, 5 trifenil tetrazolio, dejandolas reposar por 24 h a 30°
C en oscuridad (Villarreal et al., 2013; Rodriguez et al., 2014; Pérez-Nasser et al., 2019).

Se observaron a microscopio estereoscopico y se consideraron viables aquellas semillas que
tuvieron el embrion tefiido de color rojo, se calcul6 el porcentaje de viabilidad con la siguiente
formula (Villarreal et al., 2013; Carrillo et al., 2020):

No. Semillas tenidas
% viabilidad =-----==——— e X 100
Total de semillas

5.5 Tratamientos pre-germinativos

Debido a la fisiologia que presentan las semillas de esta especie se optd por usar tratamientos
pre-germinativos que actuen directamente sobre las estructuras de las semillas a manera de
interrumpir la latencia, se evaluaron diversos metodos de escarificacion los cuales se agruparon
como mecanicos, fisicos y quimicos (Sobrevilla-Solis et al., 2013; Carrillo et al., 2020).

Tratamientos mecanicos: Se utilizaron en total 135 semillas, los tratamientos a evaluar fueron:
1) lijado de la testa, el cual consistio en raspar la cubierta seminal de las semillas con una lija
de agua del nimero 100 para debilitar el tejido, hacerlo permeable y asi favorecer el
intercambio de agua y oxigeno entre el exterior y el embridn; 2) uso de licuadora, se empleo
una Licuadora American Blanca Mod. 1014 de 3 velocidades, en donde se colocaron las
semillas junto con 500 mL de agua, manteniendo una velocidad media durante 10 segundos;
3) control, en el cual las semillas no se sometieron a ningun proceso de escarificacion
(Sobrevilla-Solis et al., 2013; Minchala-Patifio et al., 2014; Zeberio y Pérez, 2020). Se
consideraron nueve repeticiones por tratamiento, cada unidad experimental contenia cinco
semillas de P. laevigata.

Tratamientos fisicos: Para este método se utilizaron en total 180 semillas, los tratamientos
evaluados fueron: 1) semillas sumergidas en agua caliente no mayor a 80°C durante 10
minutos; 2) semillas sumergidas en agua a 80°C durante 5 minutos, seguido de un choque
térmico con agua a una temperatura de -10°C durante el mismo tiempo; 3) semillas sumergidas
en agua caliente a 70°C y dejarlas hasta llegar a la temperatura ambiente (20°C); y 4) Control
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(Sobrevilla-Solis et al., 2013; Minchala-Patifio et al., 2014; Carrillo et al., 2020; Rivera et al.,
2020). Se consideraron nueve repeticiones por tratamiento, cada unidad experimental contenia
cinco semillas de P. laevigata, las semillas que sirvieron de testigo no fueron escarificadas
(Tapia et al., 2012).

Tratamientos quimicos: La evaluacion de métodos quimicos consistio en emplear &cidos
fuertes que degradaran la cubierta seminal (Zeberio y Pérez, 2020), para esto se utilizaron los
siguientes tratamientos: 1) Semillas sumergidas en acido sulfirico H2SO4 al 98% por 15
minutos; 2) semillas introducidas en acetona al 100 % (acetona pura) por 10 minutos; 3)
semillas sumergidas en una solucion de vinagre al 5% durante 15 minutos; 4) Control (Tapia
etal., 2012; Sobrevilla-Solis et al., 2013; Rivera et al., 2020). Para este tratamiento se utilizaron
180 semillas y se sembraron 5 por unidad experimental con nueve repeticiones por tratamiento.
Las semillas que sirvieron de testigo no fueron escarificadas (Tapia et al., 2012).

Cabe mencionar que, en cada tratamiento, las semillas se agitaron con varilla de vidrio a
intervalos de tiempo regulares desde el momento en el que se incorporo el quimico en el
recipiente que las contuvo y una vez terminado el tiempo de inmersion, se realizd un enjuague
utilizando agua corriente con la finalidad de neutralizar y eliminar restos de los quimicos
empleados (Varela y Arana, 2011; Carrillo et al., 2020; Zeberio y Pérez, 2020).

5.6 Evaluacion de un protocolo de desinfeccion de las semillas

Previamente al cultivo in vitro e inmediatamente después de ser sometidas a los métodos pre-
germinativos, las semillas fueron lavadas con 5 gotas de detergente comun para trastes en
agitacion constante, después se enjuagaron tres veces con agua destilada (Carrillo et al., 2020).

Posteriormente, bajo condiciones estériles dentro de la camara de flujo laminar, las semillas
fueron introducidas en una solucién de fungicida (CAPTAN®) al 2% (2 gr/L™?) durante un
minuto, aunque debido a la presencia constante de agentes patdégenos en el cultivo (hongos), el
tiempo se extendié a una hora (Sobrevilla-Solis et al., 2013).

Enseguida, el material vegetal se sumergio en alcohol al 70% por un minuto y luego en
hipoclorito de sodio en tres concentraciones (1, 2 y 5 %) con tres tiempos de inmersion
diferentes (10, 15 y 20 minutos), finalmente se realizaron tres enjuagues de agua destilada
estéril de 1 minuto cada uno. Las semillas fueron sembradas dentro de frascos con medio de
cultivo MS preparados Yy esterilizados previamente, se taparon y sellaron con Papel Aluminio
Reynolds Wrap® y Parafilm® (Minchala-Patifio et al., 2014; Rivera et al., 2020). Se evaluo el
porcentaje de contaminacidn y el porcentaje de plantulas establecidas en un periodo de 4 dias.
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5.7 Preparacion de medio de cultivo y siembra

Se prepar6 medio MS (Murashige y Skoog, 1962) adicionado de sacarosa (30 g/L), sin
reguladores de crecimiento y solidificado con agar (7 g/L) (Mayo-Mosqueda et al., 2017;
Rivera et al., 2020). Cabe destacar que el pH del medio fue ajustado a 5.8 con una solucién de
NaOH 1N y HCI 1N previo a la esterilizacion del medio, la cual se realizé por 20 min a 120°C
y 15 libras de presion (Psi) (Rodriguez et al., 2014; Mayo-Mosqueda et al., 2017).

Por ultimo, una vez que las semillas se sembraron dentro de sus respectivos frascos, estos
fueron tapados con Papel Aluminio Reynolds Wrap®, sellados con Parafilm®y agrupados para
ser marcados de acuerdo con el tratamiento al que fueron sometidas las semillas de mezquite.

5.8 Condiciones de incubacion

Los frascos se colocaron en el cuarto de incubacion con el propdsito de brindar las condiciones
adecuadas a las semillas para su crecimiento; se mantuvieron a una temperatura promedio de
23 £ 2°C, con humedad relativa de 60%, intensidad luminica promedio de 4000 lux y un
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad durante el tiempo experimental (Villarreal
et al.,, 2013; Mayo-Mosqueda et al., 2017; Carrillo et al., 2020; Rivera et al., 2020). Se
realizaron conteos periodicos cada cuatro dias durante 12 dias, tomando como criterio para la
germinacion de la semilla la emergencia de la radicula y el desprendimiento de los cotiledones
de la testa.

5.9 Analisis de datos

La pérdida de viabilidad del lote de semilla se obtuvo mediante el célculo de la diferencia de
los promedios del porcentaje de viabilidad en los dos tiempos evaluados.

Se evalué el porcentaje de germinacion in vitro de cada tratamiento pre-germinativo durante
un periodo de 15 dias mediante la siguiente formula (Sobrevilla-Solis et al., 2013; Pérez-Nasser
et al., 2019; Carrillo et al., 2020):

P = (nimero de semillas germinadas/total de semillas) = 100

Se comprobo la normalidad de los datos con la prueba de Anderson Darling y dado que el total
de series de datos no presentaron normalidad y no se ajustaron a la campana de Gauss, se
procedio a realizar pruebas no paramétricas. Se determind si existen diferencias significativas
entre tratamientos mediante un analisis de Kruskall-Wallis, seguido de una prueba posterior de
Mann-Whitney para discernir cual tratamiento demostré tener mejore resultados para la
propagacion de P. laevigata.
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6. RESULTADOS

Tras la colecta del material biolégico se obtuvieron un total de 900 vainas de mezquite, de las
cuales se extrajeron 1500 semillas, sin embargo, la mayoria de ellas presentaban plaga de
gorgojo, por lo que se escogieron aquellas que se encontraban en buenas condiciones dando un
total de 800 semillas para realizar las pruebas de pre-germinacion.

6.1 Prueba de viabilidad

Se obtuvieron las medias del porcentaje de viabilidad para cada prueba, en la primera prueba
se encontr6 que las semillas de P. laevigata tenian 88% de viabilidad (previo a su uso en los
diferentes tratamientos pre-germinativos); posterior a los cuatro meses almacenadas en
refrigeracion, este valor se redujo a 59.4%, es decir, hubo una pérdida del 28.6%. Cabe destacar
que las semillas almacenadas presentaron indicios de contaminacion por hongos después de
este periodo, por lo que ya no fue posible utilizarlas para pruebas posteriores.

6.2 Método de desinfeccion

Se realizo la evaluacion de diez tratamientos de desinfeccion superficial en semillas de
Prosopis laevigata con el fin de establecer las condiciones adecuadas para la propagacion in
vitro de dicha especie. En la tabla 2 se muestra el efecto de dichos tratamientos sobre el
porcentaje de contaminacion y el porcentaje de plantulas establecidas.

En ambos casos, el analisis estadistico no parameétrico de Kruskal-Wallis indicé diferencias
significativas entre los tratamientos (H: 10.24; p=0.25°; N=40; t=10 para germinacion y H:
6.64; p=0.52"°; N=40; t=10 para contaminacion). La solucion de cloro al 5% por 20 minutos
genero un menor porcentaje de contaminacion (8%) y un 12% de germinacion, por el contrario,
el tratamiento de cloro al 5% por 10 minutos permite un porcentaje mayor de germinacion
(24%) y un 64% de contaminacidn, por tanto, el tiempo de inversion adecuado para reducir la
presencia de patdgenos en el medio de cultivo es de 20 minutos utilizando la solucién de cloro
al 5%.
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Tabla 2. Efecto de diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio y tiempo de inmersion
sobre el porcentaje de semillas germinadas y contaminadas en la propagacion in vitro de
Prosopis laevigata.

Tratamientos | Hipoclorito de Tiempo de Germinacion Contaminacién
sodio (%0) inmersion (%) (%)
T1 1 10 16° 44P
T2 1 15 gP 20°
T3 1 20 16° 16°
T4 2 10 16° 56°
T5 2 15 g 28°
T6 2 20 20° 28°
T7 5 10 242 64°
T8 5 15 12° 36°
T9 5 20 12P 82
T10 (Control) 0 0 0 12b

Nota: superindices diferentes indican diferencias significativas (p<0.05)

6.3 Tratamientos pre-germinativos

La evaluacion de los diferentes métodos pre-germinativos se realizo en un periodo de 12 dias,
a continuacion, se resumen los resultados obtenidos para cada tipo de tratamiento.

Tratamiento mecanico

Con respecto a la germinacion, la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis demostrd
diferencias significativas entre los tratamientos (H: 19.57; p=3.46"°; N=81; t=3), de éstos, tanto
la condicion de licuadora (50.37 + 27.38% de germinacién), como el uso de la lija (35.55 +
26.79%) difieren del control de acuerdo con la prueba posterior de Mann-Whitney (Figura 4A).

Por otro lado, la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis también sefialo diferencias
significativas entre los tratamientos con respecto a la contaminacion (H: 19.6; p= 3.59°; N=81;
t=3); la prueba posterior de Mann-Whitney exhibi6 diferencias entre los tratamientos en donde
la mayor contaminacion se presento ante el uso de la lija (56.29 + 31.39%), seguido de la
licuadora y el control (40.74 + 33.50% y 17.03 + 21.27%, respectivamente) (Figura 4B).
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Figura 4. Comparacion entre tratamientos de escarificacion mecanica en semillas de P.
laevigata. A) Porcentaje de germinacién, B) Porcentaje de contaminacion. Los intervalos
representan la desviacion estandar de cada tratamiento.

Tratamiento fisico

Con respecto al tratamiento fisico, todas las condiciones de prueba mostraron diferencias
significativas entre si para la germinacion de las semillas, esto se refleja en la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis (H= 26.42; p= 2.39°; N= 108; t= 4). La prueba posterior de
Mann-Whitney demostrd significancia entre los tratamientos donde la mejor condicion fue
aquella en donde las semillas fueron sometidas a agua caliente (80°C) por 5 minutos, mas agua
fria por otros 5 minutos con un 38.52 + 22.82% de germinacion (Figura 5A).
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Figura 5. Comparacion entre tratamientos pre-germinativos fisicos en semillas de P.
laevigata. A) Porcentaje de germinacion, B) Porcentaje de contaminacion. Los intervalos
representan la desviacion estandar de cada tratamiento.

La contaminacidn también estuvo presente el tratamiento de agua caliente (80°C) por 5 minutos
(42.22+40.128%), mas agua fria por otros 5 minutos; se identificaron diferencias significativas
entre las condiciones de acuerdo con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (H= 10.44;
p=0.01; N= 108; t= 4). El mayor porcentaje de contaminacién lo obtuvo el lote de semillas
control, con 54.07 + 40.69%, y el de menor porcentaje fue el de las semillas sometidas a agua
caliente (70°C) hasta llegar a una temperatura ambiente (20°C) (15.55 + 23.09 %) (Figura 5B).

Tratamiento quimico

Se identificaron diferencias significativas entre los tratamientos con respecto a la germinacién
(Kruskal-Wallis H= 44.18; P= 1.24°; N= 108; t=4). La prueba posterior de Mann-Whitney
revelo diferencias entre los tratamientos y que el mayor porcentaje de germinacion lo tiene la
condicién de acetona obteniendo un 40 + 24.80%, seguida del vinagre (11.85 + 10.01%), &cido
sulfurico (7.40 + 9.84%) y finalmente el control (0.74 + 3.84%) (Figura 6A).

Con respecto a la contaminacion, también se identificaron diferencias significativas entre las
distintas condiciones (Kruskal-Wallis H= 16.36; P= 0.63°; N= 108; t=4). Por su parte, la
prueba posterior de Mann-Whitney permite discernir que el lote de semillas control presento la
mayor media porcentual de contaminacion (73.33 + 31.86%), seguida de la condicién de &cido
sulfurico y la acetona (42.96 + 35.46% y 42.22 + 44.14%, respectivamente), el tratamiento con
menor contaminacion fue el de vinagre con un 31.11 + 38.56% (Figura 6B).
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Figura 6. Comparacion entre tratamientos pre-germinativos quimicos en semillas de P.
laevigata. A) Porcentaje de germinacion, B) Porcentaje de contaminacion. Los intervalos
representan la desviacion estandar de cada tratamiento.

Finalmente, se eligio la condicion con mayor porcentaje de germinacion de cada tratamiento
(mecanico, fisico y quimico) para determinar cual de ellos arrojaba mejores resultados, sin
embargo, la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis demostr6 que no hay diferencias
significativas entre las tres condiciones (licuadora, 80°C 5 min + 5 min de agua fria, acetona
pura) (H=3.42; p=0.16; N=81; t= 3) (Figura 7A).

Tomando en cuenta los porcentajes de germinacion de cada tratamiento, se observo que el
método mecanico, con la condicion de licuadora, presento los valores mas altos de germinacion
(50.37 + 27.38%) en comparacion con los otros dos tratamientos. Lo mismo sucedi6 con los
porcentajes de contaminacion, pues dicha condicion manifesté un valor de 40.74 + 33.50% el
menor valor con respecto a los otros tratamientos (Figura 7B).
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7. DISCUSION

En este trabajo se logrd establecer un protocolo para la propagacion in vitro de P. laevigata a
partir del establecimiento de sus semillas mediante la evaluacién de diferentes tratamientos
pre-germinativos.

7.1 Viabilidad de las semillas

Se logré cuantificar un 88% de viabilidad en las semillas de P. laevigata, de igual manera,
Hernandez et al. (2021) y Mufioz-Gutiérrez et al. (2022), demostraron obtener porcentajes
similares en la misma especie, con un 100% y 80% respectivamente, lo cual indica que este
porcentaje obtenido fue el esperado a pesar de que las semillas se recolectaron tres meses
después del periodo recomendado por los autores. Por otro lado, los resultados son diferentes
a los obtenidos por Villareal et al. (2013) en Prosopis glandulosa, con 62% de viabilidad, esta
diferencia puede deberse a que las caracteristicas morfologicas entre las especies son
diferentes.

La pérdida de viabilidad que se presento en las semillas posterior a los cuatro meses desde la
primera prueba, se debid a diversos factores tanto bidticos como abioticos (Sobrevilla-Solis et
al., 2013; Mufioz-Gutiérrez et al., 2022). En este sentido, Rios et al. (2011), Rodriguez-
Sauceda et al. (2014) y Hernandez et al. (2021), sugieren que para tener un buen vigor y
viabilidad en las semillas de esta especie, se deben recolectar a finales de julio y principios de
agosto, debido a que son propensas a tener plagas por insectos, mismos que pueden debilitar la
estructura de las semillas o dafiarlas, tal como sucedio con las semillas en el presente trabajo,
las cuales presentaron dafios parciales por plaga de gorgojo, un insecto muy comun en los
arboles de mezquite (Johnson, 1994), de hecho en la investigacion de Merlin et al. (2009),
reportaron dafios parciales y totales en las semillas ya almacenadas a causa de Algarobius
prosopis.

Con respecto a los factores abidticos que afectan la viabilidad, la FAO (2014), establece que
las semillas ortodoxas, como son las de P. laevigata, se deben almacenar en condiciones de
refrigeracién con temperaturas entre 5y 10 °C y una humedad relativa de 15 + 3%, con
contenidos de humedad de las semillas de 6 y 9%, esto es para que su metabolismo se retrase
Yy, por consiguiente, se prolongue su viabilidad durante su almacenamiento. De hecho, Mufioz-
Gutiérrez et al. (2022), en su estudio sobre el efecto del almacenamiento sobre la calidad
fisiologica de semillas de Prosopis laevigata, afirman que tanto los indices de germinacién y
el porcentaje de plantulas normales se reducen con un incremento de la humedad y la
temperatura de almacenamiento, esto lo mostraron con semillas que fueron almacenadas
aproximadamente por diez afios, mismas que contenian humedad que oscilaba entre 8.8 y 9.4%,
mantenidas a una temperatura de entre 15y 18 °C. Cabe destacar que ningun trabajo previo ha
realizado una comparacion de la viabilidad de las semillas antes y después de ser almacenadas,
por lo que este estudio brinda conocimiento de dicha pérdida de viabilidad de germinacion.
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De acuerdo con las Normas del ISTA 2022 (Asociacion Internacional de Analisis de Semilla),
el contenido de humedad necesario para almacenar las semillas de mezquite es de 6 a 7%,
respetando temperaturas de almacenamiento de entre 4 y 10 °C hasta su posterior uso.
Desafortunadamente, a pesar de que las semillas que se utilizaron para este trabajo fueron
expuestas al sol para eliminar la humedad después de haberlas retirado de sus vainas, era
pertinente medir el porcentaje de humedad posterior a la exposicion como lo denota la ISTA
2022, con la finalidad de llegar al porcentaje que requieren las semillas antes de su
almacenamiento, es por este motivo que las semillas presentaron contaminacion por hongos y
de esta forma dejaron de ser viables con el paso del tiempo.

7.2 Protocolo de desinfeccién

El uso del Captan® y Microdyn® para frenar la contaminacion por hongos y bacterias que se
presentd en las semillas no fue eficiente como se esperaba. Esto a pesar del amplio espectro
que posee el Captan® dado que interactlia con los tidles celulares para producir tiofosgeno,
compuesto toxico que interfiere en el proceso de respiracion de las células fungicas, inhibiendo
la produccion de las esporas y el desarrollo micelar (Pelaez-Alvarez et al., 2016).

A partir de los resultados obtenidos con el bactericida y fungicida, se requirid hacer pruebas
con tratamientos de desinfeccion superficial usando diferentes concentraciones de cloro a
distintos tiempos de inmersion, se observd que, a mayor concentracion y tiempo de sumersion
en hipoclorito de sodio, el porcentaje de contaminacion por hongos y bacterias en las semillas
disminuye. Sin embargo, estas llegan a experimentar una tasa germinativa baja, lo que se refleja
a su vez en una menor cantidad de plantulas establecidas in vitro.

Estos resultados son similares a los descritos por Rivera et al. (2020), con semillas de Prosopis
padilla, quienes evaluaron nueve tratamientos de desinfeccion con concentraciones de 1.2, 1.5
y 1.8% de NaOCI por 15, 20 y 25 minutos. Al igual que en este proyecto, ellos obtuvieron una
disminucién de contaminacién y germinacion a medida que aumentaba la concentracion y los
tiempos evaluados; de los cuales se destacd que el NaOCl al 1.2% durante 15 minutos es uno
de los tratamientos con menor contaminacion y mayor germinacion de semillas (3.3% y 50%,
respectivamente). No obstante, dicho resultado factible se debe también al tratamiento pre-
germinativo que emplearon, dado que ellos emplearon agua caliente antes del protocolo de
desinfeccidn, lo que permitié eliminar en gran parte los contaminantes que se encuentran en la
testa, por lo que es razonable que para la desinfeccion ya no se requiere concentraciones y
tiempos de inmersién altos de NaOCI para obtener un mayor porcentaje de contaminacion.

En el presente estudio, se requirié de una concentracion de 5% de NaOCI por 20 minutos para
tener resultados efectivos, es decir del 8% de contaminacion. Lo anterior se asemeja a los
resultados obtenidos por Minchala-Patifio et al. (2014), quienes trabajaron con la especie P.
limensis y demostraron que al usar NaOCl a una concentracion de 5.5% durante 15 minutos, el
porcentaje de contaminacion en sus semillas oscilaba entre 7-27%. En ambos casos la presencia
de plantulas establecidas fue baja (60%), debido al dafio progresivo que ocasiono el hipoclorito
de sodio a las semillas, esto se debe al tratamiento pre-germinativo que se uso, ya que el
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implementar tratamientos mecénicos abre la posibilidad del contacto directo de la sustancia
quimica con el embrion.

Algunos estudios afirman que para la propagacion in vitro de diversas especies de plantas, se
ha utilizado ampliamente el etanol al inicio del proceso de desinfeccién, esto se debe a que el
reactivo actlia desnaturalizando las proteinas, disuelve las capas lipidicas y procede como
agente deshidratante, por lo que es letal para bacterias, pero irregular para hongos y virus
(Flores et al., 2008).

En virtud de lo anterior, también se requiere de un reactivo con mayor poder desinfectante, de
manera que hacer uso de hipoclorito de sodio (NaOCI) brinda mejores resultados al eliminar
microorganismos resistentes, gracias a que los inactiva mediante la oxidacion de su material
celular, asi mismo, el cloro actta directamente sobre las proteinas de las membranas celulares
y las enzimas de los mismos desnaturalizandolas (Medel et al., 2001).

No obstante, el uso de NaOCI en presencia de agua desprende oxigeno que oxida la materia
organica, en ese caso, las semillas expuestas al reactivo mostraran un dafio progresivo en el
embrion, a causa del tiempo de exposicion y la concentracion del reactivo en el agua.

7.3 Tratamientos pre-germinativos

Los resultados exhibidos en este trabajo confirman la presencia de latencia fisica en las semillas
de esta especie, esto con base a los porcentajes de germinacion que se obtuvieron en las
semillas control de cada tratamiento. Dicha latencia coincide con las numerosas
investigaciones de autores que han trabajo con varias especies arboreas de la familia de las
fabaceas y puntualmente en el género Prosopis.

En relacion con los tratamientos pre-germinativos, las semillas germinaron en periodos cortos
de tiempo, gracias a la humedad que aln seguia en contacto con ellas, haciendo que los
inhibidores quimicos de germinacién volvieran la testa mas permeable (Sobrevilla-Solis et al.,
2013; Juérez et al., 2001).

Dentro de los tipos de escarificacion empleados en esta investigacion (fisico, quimico y
mecanico) se encontrd que el tratamiento mecanico, con la condicion de licuadora, registra el
valor mas alto en porcentajes de germinacion (50.37 + 27.38%). Dicho resultado fue similar al
presentado por Rivas et al. (2005) en su trabajo con semillas de mezquite, sin especificar la
especie con la que trabajaron, en donde compararon seis métodos mecanicos de escarificacion,
obteniendo porcentajes bajos de germinacidn, siendo rescatable la condicion de licuadora por
30 segundos el que mostré mejores resultados (53%). Sin embargo, en el presente trabajo no
fue posible describir las revoluciones por minuto (r.p.m) a las cuales fueron sometidas las
semillas, por lo que es posible que, en algunas de ellas los tejidos seminales hayan sufrido un
dafio mecanico generando los resultados observados.
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Del mismo modo, Sobrevilla-Solis et al. (2013), describen bajos porcentajes de germinacién
en semillas de Prosopis laevigata al usar esta misma condicion (15%), esto a pesar de la
minima exposicién de tiempo dentro de la licuadora con una velocidad media a la que se
sometieron las semillas, tal y como se realizé en la presente investigacion. Por lo tanto, aun
cuando se someten las semillas a revoluciones medias o altas en una licuadora doméstica, éstas
pueden alcanzar mayores tasas de germinacion cuando el tiempo se prolonga, tal como ocurri6
en el trabajo de Rivas et al. (2005).

Por otra parte, el porcentaje de germinacion obtenido mediante el raspado mecénico con lija
(35.55 + 26.79%) fue menor para este trabajo en comparacion con la condicion de licuadora,
lo que confirma la presencia de un tegumento duro en las semillas de esta especie y que,
ademas, esta condicion no fue suficiente para superar la barrera fisica de las mismas. Sin
embargo, los trabajos de Rivas et al. (2005) y de Sobrevilla-Solis et al. (2013), proponen la
escarificacion mecanica con lija como un método adecuado para estimular la germinacion en
Prosopis spp., a pesar de que sus porcentajes de germinacion fueron de tan solo 20%. Ademas,
Yépez & Arboleda (2009), afirman que varios tratamientos mecanicos (como triturar, cortar o
perforar) han demostrado ser efectivos para romper la cubierta de las semillas y mejorar los
valores de germinacion, pero dichas las técnicas pueden variar dependiendo del ejecutante,
obteniendo con estos métodos elevados porcentajes de germinacion en distintas especies del
género Prosopis.

Con respecto a las condiciones del tratamiento quimico, para este trabajo, el uso de la acetona
por 10 minutos presentod el segundo mejor resultado (40 + 24.80% de germinacion). Rivera et
al. (2020) encontraron resultados similares en Prosopis padilla, efectuando el mismo tiempo
de remojo en acetona pura para sus semillas (33.3% de germinacién). De igual forma el trabajo
de Tapia et al. (2012), expusieron buenos resultados con la acetona al 100% con un tiempo de
inmersion de 30 minutos para Prosopis chilensis (70% de germinacion), por lo que la acetona
pura tiene buenos efectos a mayor tiempo de inmersion, a pesar de esto, en este estudio se
comprobd que con tan sélo 10 minutos se obtiene un efecto importante para la germinacion de
semillas de Prosopis laevigata.

La condicién de acido sulfarico no presento6 un efecto favorable sobre la latencia de las semillas
de Prosopis laevigata, dado que solo se obtuvo 7.40 + 9.84% de germinacion. El resultado
antepuesto fue igualmente bajo como lo presentado por Sobrevilla-Solis et al. (2013) con 2.5%
de germinacion, estos autores justifican su bajo porcentaje con base en la concentracion del
acido, asi como el tiempo al que se sometieron las semillas, dado que el H2SO4 pudo haber
dafiado las cubiertas de la semilla generando también un dafio al embrion (D’ Aubeterre et al.,
2002). De hecho Utello et al., (2023) sefialaron que las semillas tratadas con acido sulfarico
durante un largo periodo de tiempo pueden sufrir dafios internos por el calor generado por la
reaccion de contacto entre el acido y la testa de la semilla. Sin embargo, el hecho que se
presentara un evento de germinacion minimo, plantea la posibilidad de que este método pueda
ser util al variar el tiempo que las semillas estan expuestas a estos agentes quimicos y la
concentracion del &cido utilizado.
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En contraposicién a lo anterior, Villareal et al. (2013) mencionan que el embebido en acido
sulfdrico concentrado es el método més comuan para tratar las semillas de Prosopis glandulosa,
asi como el de otras leguminosas, debido a que este &cido actla desintegrando la lamina media
de las macroesclereidas separando dichas células, aflojando el tegumento y perforando la
superficie, lo que facilita la germinacion, tal y como se presentd en su investigacion. Cabe
destacar que en su trabajo no se detalla la concentracion del quimico utilizado, lo cual podria
influir en los resultados que obtuvieron.

A pesar de que el uso del vinagre por 15 minutos permitio obtener germinacion de las semillas
(31.11 + 38.56%), se necesita hacer mas ensayos para poder mejorar el resultado, dado que no
hay investigaciones que demuestren que sea una buena condicion pre-germinativa para la
propagacién de Prosopis laevigata.

En el caso de los tratamientos fisicos, someter las semillas a un choque térmico, resulto ser la
tercera condicion que se destaca con valores de germinacion aceptables de 38.52 + 22.82%. En
el trabajo de Juérez et al. (2001), obtuvieron 60% de germinacion con la aplicacion de agua
caliente a 80 °C durante 8 minutos en semillas de Prosopis laevigata; ellos mencionan que,
para una germinacion adecuada de las semillas, la temperatura idonea debe oscilar entre los 75
°C y 80 °C, por encima de ello la germinacion disminuye por dafios en el embridn. Asi mismo,
Yépez y Arboleda (2009) argumentan que el remojar las semillas en agua caliente modifica las
cubiertas duras de las semillas, removiendo de esa forma los inhibidores, acortando el tiempo
de germinacion.

Usando la misma condicion, Sobrevilla-Solis et al. (2013), reportaron un bajo porcentaje de
germinacion (5%) para la misma especie y manifiestan que a temperaturas superiores a 70 °C
se puede dafar progresivamente al embrion generando una inhibicion en la germinacion. Esto
se ve ejemplificado en la investigacion de Rivas et al. (2005), quienes escarificaron semillas
de mezquite, sin especificar la especie, a través de tratamientos fisicos con condiciones de
temperatura que iban de 90°C a 100°C en intervalos de tiempo de 5, 10 y 20 minutos,
obteniendo porcentajes de germinacidn bajos, siendo rescatable la condicion de agua caliente
por 10 minutos la que presenta un valor elevado (33%) comparado con los otros intervalos de
tiempo.
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8. CONCLUSIONES

La viabilidad de semillas de P. laevigata fue de 88%, sin embargo, disminuyd un 28.6% en
funcién del tiempo de almacenamiento, por lo que es necesario seguir protocolos ya
establecidos por las Normas del ISTA para su conservacion.

Se establecio un protocolo de desinfeccidn superficial en las semillas de P. laevigata mediante
el uso de NaOCI a una concentracién de 5% por 20 minutos, el cual redujo el porcentaje de
contaminacién a 8% en las semillas de esta especie. Cuando la contaminacion por bacterias y
hongos es persistente, es preciso incorporar fungicidas y bactericidas de amplio espectro que
cumplan la misma funcién que dicho quimico para reducir el problema.

Los tratamientos de escarificacion evaluados permitieron eliminar la latencia fisica en las
semillas de P. laevigata, siendo el tratamiento mecanico con la condicion de licuadora el mas
eficiente (50.37%), esto debido a que la testa impermeable fue dafiada y debilitada directamente
por medio de la abrasion hecha por las aspas de la licuadora doméstica.

Tanto el tratamiento quimico (acetona), como el fisico (cambio de temperatura), tuvieron
resultados igualmente favorables, por lo que es necesario incorporarlos en investigaciones
posteriores mejorando sus condiciones y procedimientos con el fin de eliminar la latencia y
elevar el porcentaje de germinacion en semillas de P. laevigata.

Estos resultados son importantes para futuras investigaciones encaminadas a la propagacion in
vitro de P. laevigata, con el fin de conservar su germoplasma, ademas de establecer plantulas
libres de patdgenos que puedan ser utilizadas para su reintroduccion en ambientes aridos o
donde su poblacion presente reduccion drastica.
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